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Interacdes entre os niveis de NO, ROS e atividade HO-1
com apoptose de células monucleares de sangue
periférico e bagco de cdes com leishmaniose visceral

RESUMO - Leishmania sdo protozoarios intracelulares obrigatérios que
infectam células fagocitarias de mamiferos ocasionando a leishmaniose
visceral canina (LVC). Por apresentarem um intenso parasitismo cutaneo, 0s
caes infectados possuem papel chave na transmissdo da doenca. Para
sobreviver no hospedeiro, as leishmanias sdo capazes de desenvolver
mecanismos de escape por alteracbes das respostas de células fagocitarias,
tais como o NO e o ROS responsaveis pela morte intracelular do parasita. A
HO-1 também pode estar envolvida na regulacdo da resposta imune, porém
seu papel na leishmaniose visceral canina ainda ndo esta claro. A producéo
excessiva de NO, ROS e HO-1 pode ser prejudicial e estar relacionada com a
apoptose e desregulacdo imunoldgica na LVC. Assim o este estudo teve a
finalidade de investigar os niveis de ROS, NO e atividade HO-1 em células
mononucleares do sangue periférico e leucdécitos do bacgo e sua correlagdo com
a apoptose celular. Para isso foram utilizadas células mononucleares
sanguineas e leucocitos de baco de cées infectados e saudaveis. As células
foram isoladas e cultivadas durante 24 horas, na sequencia foram incubadas
com sondas para NO ou ROS e foi determinada a apoptose celular. Todos as
analises foram realizadas por citobmetria de fluxo. Apds a lise das células em
cultura, a atividade HO-1 foi determinada no lisado celular por método
colorimétrico. O metabolismo oxidativo estava reduzido e a taxa de apoptose
dos mononucleares sanguineos aumentada, por influéncia do ROS. Os niveis
de ROS e NO estavam diminuidos nos leucdcitos do bago de cées infectados,
e maior taxa de apoptose celular foi observada nos leucécitos de baco de caes
infectados. A atividade da HO-1 obtida estava reduzida tanto nos monucleares
do sangue como nos leucocitos do baco dos animais infectados, quando

comparados aos animais saudaveis, porém ndo mostrou correlacdo com a



apoptose. Concluimos que os mecanismos indutores de apoptose diferem nos
sitios de infeccdo, ou seja, no bago os reativos de oxigénio e de nitrogénio
estdo envolvidos com a inibicdo do processo de morte celular, no entanto a

atividade de hemooxigenase pode ter influéncia na apoptose.

Palavras chave: Caes, Leishmania infantum, Zoonoses.



Interactions between the levels of NO, ROS and HO-1
activity and apoptosis monucleares cells from
peripheral blood and spleen of dogs with visceral
leishmaniasis

SUMMARY - Leishmania are obligate intracellular protozoan that infects
phagocytic mammalian cells causing canine visceral leishmaniasis (CVL).
Because they have an intense cutaneous parasitism, infected dogs have key
role in disease transmission. To survive in the host, the Leishmania are able to
develop escape mechanisms by changes in phagocytic cell responses, such as
the NO and the ROS responsible for the death of intracellular parasites. The
HO-1 may also be involved in regulating the immune response, but their role in
canine visceral leishmaniasis is not yet clear. The excessive production of NO,
ROS and HO-1 can be detrimental and to be related to immune dysregulation
and apoptosis in LVC. So this study aimed to investigate the levels of ROS, NO
and HO-1 activity in mononuclear cells of peripheral blood leukocytes and
spleen and its correlation with cell apoptosis. For this they used blood
mononuclear cells and spleen leukocytes from infected and healthy dogs. Cells
were isolated and cultured for 24 hours following probes were incubated with
NO or ROS and cell apoptosis was determined. All analyzes were performed by
flow cytometry. After lysis of the cells in culture, HO-1 activity in cell lysate was
determined by a colorimetric method. Oxidative metabolism was reduced and
the apoptosis rate of increased blood mononuclear, influenced by ROS. The
levels of ROS and NO were decreased in leukocytes from the spleen of infected
dogs, and increased apoptotic rate was observed in spleen leukocytes from
infected dogs. The activity of HO-1 was obtained in both reduced blood
monucleares as in the splenic leukocytes from infected animals compared with
healthy animals, but was not correlated with apoptosis. We concluded that the

apoptosis-inducing mechanisms differ at sites of infection, or spleen reactive



oxygen and nitrogen are involved with the inhibition of cell death, however

hemooxigenase activity may play a role in apoptosis.

Keywords: Dogs, Leishmania infantum, Zoonoses
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CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo doencas causadas por cerca de 20 espécies de
protozoarios flagelados do género Leishmania (ROSS, 1903) pertencentes a
ordem Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae. Esses parasitas ja foram
descritos em cerca de 98 paises, colocando em risco cerca de 350 milhdes de
pessoas (DEJAUX, 2004; WHO, 2010). Nesses paises existe a predominancia
da forma visceral da doenca, que € a mais severa das leishmanioses, podendo
ser fatal quando nao tratada adequadamente (MURREY, 2002).

Endémica no Brasil, a leishmaniose visceral (LV) tem sua maior
incidéncia na regido nordeste com 92% do total de casos, seguida pelas
regides sudeste (4%), norte (3%) e centro-oeste (1%) (OMS, 1990). No Brasil,
como outros paises da América do Sul, a migracdo para as areas urbanas
contribuiu para a expanséo da LV (DESJEUX, 2004). No estado de Sao Paulo,
o primeiro relato de leishmaniose visceral canina (LVC) ocorreu em 1998, na
cidade de Aracatuba (GALIMBERTTI et al., 1999).

Embora existam diferentes espécies de Leishmania, o ciclo de vida
desses protozoarios é similar, sendo todos heteroxenos, ou seja, necessitam
de diferentes hospedeiros para completar seu ciclo. Assim, esses protozoarios
se apresentam em duas formas distintas, sendo a forma amastigota encontrada
no interior de células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) do hospedeiro
vertebrado, tais como o homem e os cées, e a forma flagelada promastigota,
encontrada no tubo digestivo do flebotomineos (FOREYT, 2005). O
envolvimento de outros vetores tem sido relatado, tais como pulgas
(FERREIRA et al., 2009) e carrapatos (COUTINHO; LINARD 2007), bem como
a contaminacao do hospedeiro através de transfusdes de sangue.

Apés a inoculagcdo cutdnea pelo vetor, os parasitas rapidamente
difundem-se para os linfonodos e baco através da linfa e sangue, podendo
atingir rins, figado, orgaos reprodutores, sistema digestivo e respiratorio, bexiga
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009) onde causa lesdes e sinais clinicos que séo

caracteristicos da LV. Os cées infectados podem ser sintomaticos,
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oligosintomaticos ou assintomaticos (ALVAR, et al., 2004) e alguns podem
evoluir para a cura espontanea (FISA, et al.,, 1999). Os animais infectados
também podem ser classificados em quatro estagios de infeccdo, conforme a
apresentacao clinica da doenca (SOLANO-GALLEGO, 2009).

A forma assintomética representa 20 a 40% da populagéo de cées soro-
positivos, dos quais 80% desenvolvem os sinais clinicos tardiamente (NOLI,
1999). No Brasil, em areas urbanas da regido nordeste, a forma assintomatica
representa 30% da populacdo soropositiva (QUEIROZ, et al., 2009). Os sinais
mais frequentes de LVC sé&o linfadenopatia, onicogrifose, perda de peso,
caquexia e anormalidades locomotoras (SEMIAO-SANTOS et al., 1995), e os
achados laboratoriais como a hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia
(LANGONI et al., 2005). Na pele sdo comuns Uulceras crostosas na orelha,
focinho e regido periorbital, descamacédo furfurdcea e alopecia multifocal
(ALVAR et al., 2004).

No ambiente silvestre o0s principais reservatorios sdo mamiferos,
especialmente roedores, xenartras, carnivoros, primatas e marsupiais
(GRIMALDI, TESH, 1993). Contudo, fora desse ambiente os cdes sao 0s
principais reservatorios desempenhando assim funcdo fundamental na
manutencao do ciclo epidemiologico da doenca, sendo infectados antes que o
homem. A prevaléncia da leishmaniose em cées de areas endémicas pode
atingir 40% da populacdo (SLAPPENDEL; FERRER, 1990), sendo mais
prevalente que em humanos. Devido a presenca de maior quantidade de
parasitos na pele canina, existe a possibilidade de maior infeccdo do vetor
(SANTA ROSA,; OLIVEIRA, 1997).

A resisténcia a infeccdo na LVC esta associada aos baixos niveis de
anticorpos especificos e a existéncia de imunidade celular, da qual fazem parte
as linfécitos T CD4+ (Thl), que ativam de macrofagos (PINELLI et al., 1994). A
ativacdo dos linfécitos T CD4+ (Th2) pelo parasita resulta no aumento da sua
sobrevivéncia e no aparecimento das lesdes, em razao das acfes supressivas
de suas citocinas sobre os macrofagos (BARBIERI, 2006). Os linfocitos T CD8+

também parecem estar envolvidas com a infeccdo, estando presentes em
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maior nimero apos o tratamento da doenca (BARBIERI, 2006). Pinelli et al.
(1999) observaram que essas células sao capazes de lisar macréfagos canino
infectados por L. infantum e produzir IFN-y, que ativa os macrofagos,
estimulando assim o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como o 6xido nitrico (NO), responsaveis pela morte intracelular do
parasita (PANARO et al., 2008).

Além da imunossupressao observada na LVC, o estresse oxidativo tem
se destacado como uma das desordens organicas observadas em caes
sintométicos (BILDIK et al., 2004), o qual também pode estar relacionado a um
possivel efeito imunossupressor na imunidade inata (ALMEIDA et al., 2013;
ALMEIDA, 2013).

Por replicar e viver obrigatoriamente nos macréfagos, a sobrevivéncia da
Leishmania spp. Nestas células depende da acdo de duas enzimas induziveis,
a oxido nitrico sintase induzivel 2 e arginase 1 (NADERER, 2008). O IFN-
gama, induz ativacao classica de macrofagos e expressao de iNOS, que oxida
a arginina em duas etapas levando a producdo de NO, o metabdlito
responsavel pela morte do parasita. Além do papel microbicida do NO in vitro,
ja evidenciado na LVC (PINELLI et al., 2000). Ele também pode estar envolvido
na imunopatologia da doenca, pois em diferentes parasitoses sua producao
excessiva esta associada com a auséncia de resposta linfocitaria (BOGDAN,
2001).

As diferentes concentragBes de 6xido nitrico podem inibir ou estimular a
taxa de apoptose celular (THOMAS et al., 2008; WINK et al., 2008), como ja
demostrado em diferentes tipos celulares in vivo e in vitro (BOGDAN, 2001).
Wink et al. (2003), observaram que em baixas concentracdes o NO promove a
sobrevivencia e a replicacdo celular, além de diminuir a taxa de apoptose,
enquanto que em altas concentraces ele promove a parada do ciclo da célula
causando danos ao DNA ocasionando a apoptose.

Recentemente tem sido demonstrado que o parasita e seus antigenos
inibem a expressao de co-estimuladores estimulatorios e diminuem a producao

de oxido nitrico (DIAZ et al., 2012). Contudo, a agdo de co-estimuladores
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inibitérios podem induzir a apoptose ou mesmo outras vias importantes para a
manuten¢ao do organismo, quanto a resposta imune a doenca (CHIKU et al.,
2016).

O NO esta intimamente ligado a atividade leishmanicida nos caes
(PANARO et al., 1998; PANARO et al., 2001; PINELLI et al., 2000), quando foi
inibida a produgdo de NO ocorreu menor atividade leishmanicida nos
macrofagos (PINELLI, 2000).

Em cultura celular o NO, que é gasoso, rapidamente €& convertido a
nitrito e nitrato. Estudos anteriores somente avaliaram NO medindo o nitrito,
utilizando o método de Griess (GUEVARA et al.,, 1998). Contudo, para a
afericdo desse metabdlito € imprescindivel um método preciso e confiavel, pois
suas caracteristicas, tais como a meia vida curta, podem interferir na analise
(EMBOLA et al., 2002). O uso de sondas (probes) intracelulares faz com que
seja realmente analisado o NO, sem interferéncias de outras moléculas
biologicamente semelhantes ou quando as concentracdes de NO s&do muito
pequenas (MURPHY et al., 2011).

Neutréfilos, mondcitos e macréfagos podem controlar parasitas por meio
das espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo produzidas durante a
fagocitose em um processo chamado de explosdo respiratéria (RB), parte
essencial da resposta imunoldgica inata (BRUNE, 2013)

Varios estudos indicam que macréfagos murinos matam as
promastigotas in vitro, pela producdo de ROS (GANTT et al., 2001). Além
disso, ratos deficientes na producdo de ROS tiveram o0 aumento da
susceptibilidade a doenca, quando infectados com Leishmania donovani.
Contudo parasitas, tais como, as leishmanias podem inibir essa resposta imune
e evadir-se das técnicas de defesa do hospedeiro, como a explosao
respiratoria (COOMBS, 1989; PHAM et al., 2005). Em cées infectados com L.
infantum ja foi comprovado que esses mecanismos de defesa podem estar
alterados (HEIDARPOUR et al.,, 2012). O estresse oxidativo tem grande

importancia na infecgédo por L. infantum, pois quanto maior sua taxa, maiores
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serdo os sinais que o animal apresenta (BILDIK et al., 2004; BRITTI et al.,
2008).

Outro processo associado a regulacao da resposta imunoldgica na LV é
a apoptose (DAS et al., 1999), que pode influenciar ou ndo o desenvolvimento
da doenca (ALEXANDER et al., 2001). Em cdes com leishmaniose, a apoptose
das células T pode estar ligada a supressao da imunidade celular (LIMA et al.,
2012) e consequentemente a progressdo da doenca. Cées infectados com
Leishmania infantum apresentam redugdo no nuamero de linfécitos T CD4+ e
concomitante proliferacdo do parasita nos macrofagos, seguida da
disseminacdo do parasita para varios 6rgaos (BOURDOISEAU et al., 1997).
Segundo Alvar et al.(2004), existe uma correlacdo direta entre os niveis das
células T CD4+ e a resposta celular ao parasito, sendo a recuperacdo do
animal doente apos o tratamento acompanhada pelo aumento da porcentagem
destas células.

Como mecanismo de defesa, a apoptose também pode causar
inflamacdo durante as infeccbes parasitarias gerando sinais clinicos
caracteristicos da doenca. Contudo, isso depende do estimulo ou receptores
envolvidos na fagocitose de células necréticas ou apoptéticas que geraram
sinais anti-inflamatérios ou pro-inflamatoérios, que causam a ativacdo de
macrofagos (VERCOSA et al., 2012). Caes com sintomas de LV apresentam
uma reacdo inflamatoria severa com altos indices de apoptose nas lesdes de
pele, podendo essas ter algum tipo de contribuicdo para a persisténcia da
Leishmania spp. no sitio inflamatério (VERCOSA et al., 2012).

A supressdo imunoldgica observada em cées naturalmente infectados
com L. infantum pode estar relacionada com o mecanismo de apoptose de
linfécitos T. Lima et al. (2012) relataram um aumento da taxa de apoptose em
linfécitos T no baco e no sangue periférico de caes infectados, enquanto Silva
et al. (2013) mostraram que na infeccdo canina mFAS e mMFASL estéo
envolvidos na apoptose dos linfocitos T destes mesmos tecidos. Ainda segundo

Perosso et al. (2014), sFAS pode atuar conjuntamente com as moléculas de
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MFAS e mFASL ativando o sistema apoptético diminuindo a quantidade de
células T.

Outro receptor que pode atuar na apoptose dos linfocitos T sdo os
receptores PD1 e seus ligantes, que além de serem reguladores negativos da
linfoproliferagdo podem também ativar a apoptose destas células (CHIKU et al,
2016).

Sabe-se também que o metabolismo oxidativo estd aumentado em
células mononucleares (MELO et al.,, 2014) e neutréfilos (ALMEIDA et al.,
2013) de sangue periférico de caes com LV, sendo que a produgao intermitente
de reativos de oxigénio leva a lesao da membrana celular e consequentemente
inicia a apoptose destas células (ZAMZAMI et al., 1996).

Na LV, além da apoptose a enzima heme oxigenase-1 (HO-1) parece
atuar nos mecanismos efetores envolvido com a imunidade. Em modelos
experimentais indutores desta enzima aumentaram a carga parasitaria em
macrofagos peritoneais. E em humanos com LV altos niveis da enzima HO-1
foram detectados no soro (LUZ et al., 2012). A enzima HO-1, codificada pelo
gene Hmoxl1l, tem ganhado destaque devido aos seus efeitos
imunoregulatérios, inibindo a proliferacdo e/ou funcao de células T, sendo sua
expressdo aumentada sob condicdes de estresse (SOARES et al., 2009).

A HO-1 atua inibindo o efeito pré-oxidante do heme livre no organismo, o
qual pode ser prejudicial as células e tecidos por induzir o estresse oxidativo,
citotoxidade e inflamacéo (FERREIRA et al., 2008). Assim, apds a quebra do
complexo hemoglobina-haptoglobina, o grupo heme é quebrado pela HO-1 em
ferro instavel (Fe), biliverdina e monéxido de carbono (CO) (TENHUNEN et
al.,1969).

A acdo da enzima contra o estresse oxidativo parece estar ligada ao
efeito citoprotetor que ela exerce e aos seus metabdlitos que tém grande
capacidade antioxidante: o Fe induz a producao de ferritina (BALLA et al.,
1992); a biliverdina € rapidamente convertida em bilirrubina que possui efeito
citoprotetor (STOCKER et al., 1987); e o CO também é citoprotetor (BROUARD
et al., 2000) além de anti-inflamat6rio (OTTERBEIN et al., 2003).
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Apesar disso, o papel da HO-1 ainda néo esta estabelecido na LVC. Em
humanos, a presenga de altas concentragbes HO-1 parece estar associada
com a presenca da doenca (LUZ et al., 2012). Luz et al. (2012), afirmaram em
seu estudo que a presenca de promastigotas estimula a producdo de HO-1 em
macréfagos murinos. Pham et al. (2005) sugerem que a presenca de
amastigotas e promastigotas regulam os niveis de HO-1, sendo a presenca das
amastigotas um estimulo mais rapido. Trabalhos recentes tem evidenciado
que a enzima HO-1 pode controlar a producdo de NO e inibir 0 processo
apoptoético (MORSE, 2002). Chung e colaboradores sugerem que o NO induz a
HO-1. A inducdo de HO-1 pelo 6xido nitrico protege células T da apoptose
induzida via FAS, e essa via pode ainda exercer um papel anti-inflamatorio
(CHUNG et al., 2008).

Embora algumas moléculas indutoras de apoptose estejam esclarecidas
€ possivel que outros metabolitos possam contribuir na inducdo de apoptose,
como ja dito anteriormente, o 6xido nitrico quando excessivamente produzido
pode induzir apoptose. Em cées sintoméaticos com LV, alta producédo de iNOS
foi observada no baco, porém nenhum estudo foi realizado para avaliar se a
producdo de NO tem correlacdo com a apoptose ja documentada no baco e
sangue periférico.

Esses conhecimentos poderdo ser (teis para o entendimento da
imunopatologia na LVC, e poderao originar futuras terapias baseado em drogas
antiapoptoticas.
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar a participacdo dos niveis de
reativos de oxigénio, nitrogénio e da atividade da heme oxigenase em células

mononucleares do sangue periférico e leucécitos do bago na apoptose.
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Interacdes entre os niveis de NO, ROS e atividade HO-1 com a apoptose
de células monucleares de sangue periférico e leucocitos de bagco de cées
com leishmaniose visceral

RESUMO - A leishmaniose visceral € causada por protozoarios intracelulares
capazes de alterar os mecanismos de defesa dos macréfagos, principalmente
os relacionados a NO e ROS, substancias capazes de matar o parasito
Leishmania sp.. A HO-1, uma molécula essencial na protecéo celular, também
pode ser envolvido na regulacdo da infeccdo. A producdo excessiva desses
metabolitos pode ser prejudicial e estar ligada a evolucdo das lesbes e da
apoptose, porém seus papeis ainda ndo estao esclarecidos nos cdes. Assim, 0
objetivo do presente trabalho foi investigar os niveis de reativos de oxigénio,
nitrogénio e atividade HO-1 em células mononucleares do sangue periférico e
leucdcitos do esplénicos e sua relacdo com a apoptose. Foram utilizados
células sanguineas e leucécitos do baco caninos divididos em grupo infectado
e saudavel. As células foram isoladas e cultivadas durante 24 horas e depois
incubadas com sondas para NO ou ROS e a apoptose foi determinada. Todas
as analises foram realizadas por citbmetria de fluxo. No sobrenadante da
cultura celular foi avaliada a atividade de HO-1 por meio de teste colorimétrico.
Os resultados obtidos indicam que cées infectados tiveram reducdo do
metabolismo oxidativo e aumentou da taxa de apoptose dos leucdcitos
sanguineos, por influéncia do ROS. Os leucdcitos do baco de cées infectados
mostraram diminuicdo da producdo de ROS e NO e aumento da apoptose
celular, mostrando uma correlacdo negativa entre eles. A atividade da HO-1 foi
menor tanto nas células monucleares como nos leucocitos do baco dos animais
infectados, quando comparados as células de animais saudaveis. Entretanto
ndo houve correlacdo com a apoptose. Concluimos que 0S mecanismos
indutores de apoptose diferem nos sitios de infec¢cdo, ou seja, no baco os
reativos de oxigénio e nitrogénio estdo envolvidos com a inibicdo do processo
de morte celular, no entanto a atividade de HO reduzida pode ter influéncia na

apoptose celular.
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1 Introducéo

Leishmania s&@o protozoarios intracelulares que infectam células
mononucleares de mamiferos, como o homem, cdes e outros animais
silvestres. A doenca resultante desta infeccdo, a leishmaniose visceral (LV),
afeta 350 milhdes de pessoas em cerca de 98 paises (WHO, 2013), sendo que
mais de 90% dos casos globais de LV ocorrem em seis paises: Bangladesh,
Brasil, Etiépia, India, Sud&do do Sul e Sud&o. O Brasil tem elevada incidéncia da
doenca, com cerca de 28.000 casos por ano (Ministério da Saude, 2006).

Os céaes possuem papel importante no ciclo epidemiolégico da doenca,
pois apresentam intenso parasitismo cutaneo e principalmente quando séo
assintomaticos (DESJEUX, 2004), facilitando a infeccdo do vetor e
consequentemente a sua transmissao (ALVAR et al., 2004; MOLINA, 1994).
Em cées, a doenca é crbnica, podendo se apresentar de forma sintomatica ou
assintomatica, sendo 53% dos animais assintomaticos (BRANDONISIO et al.,
2002). Quando sintomatica é caracterizada por sinais clinicos como perda de
apetite, caquexia, enfartamento local ou generalizada dos linfonodos, lesdes
cutaneas, alopecia ocular, epistaxe, onicogrifose, diarreia e pelos achados
laboratoriais como a anemia, insuficiéncia renal, azotemia, hiperglobulinemia
(SEMIAO SANTOS et al., 1995; SOLANO-GALEGO, 2009).

Por ser um parasita intracelular obrigatério, as leishmanias sdo capazes
de alterar os mecanismos de defesa das células fagocitarias, em favor da sua
sobrevivéncia (NADERER; MELONVILLE, 2008). Nos macréfagos caninos
infectados ocorre falha no processo de apresentacdo de antigenos e
consequentemente diminuigdo da proliferacdo das células T (ESCH et al, 2013;
PINELLI et al., 1999). Em céaes infectados com L. infantum foi observado que
outros mecanismos de defesa poderiam estar alterados, tais como a producéo
de oxido nitrico (NO) e reativos de oxigénio (ROS) (HEIDARPOUR et al.,
2012).
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O oxido nitrico é a molécula responsavel pela morte intracelular dos
parasitas no homem (LIEW et al., 1999), camundongo (BOGDAN, 2001) e cdo
(SERARSLAN et al. 2005). Estudos anteriores realizados por Green et al.
(1990) e Mauel et al. (1991) mostram que o NO € a principal molécula capaz de
matar as promastigotas de macrofagos murinos in vitro e Stenger et al. (1996)
refere-se a importancia do NO ser importante in vivo.

Na leishmaniose canina o sucesso da atividade leishmanicida esta
ligada a producédo celular de NO (PANARO et al.,, 1998), assim como nos
humanos (PANARO et al., 1999). O NO quando produzido em concentracdes
elevadas pelas células de defesa é toxico aos microrganismos invasores
(MOOKERJEE et al., 2006), porém pode estar também associado a
imunossupressao nas infec¢des parasitarias (VIEIRA et al., 2009) ou a inducdo
da apoptose de linfocitos, como ja relatado em infeccdo por tripanossomatideos
(BOGDAN, 2001).

As células monucleares também podem controlar a infeccdo por
parasitas por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
sdo geradas durante a fagocitose em um processo chamado de exploséo
respiratéria (RB) (BRUNE et al., 2013). Estudos anteriores realizados em
camundongos indicam que essas células podem matar as leishmanias pela
producdo de ROS in vitro (GANTT et al., 2001).

Em seres humanos, estudos in vitro mostraram que o ROS também
pode controlar as promastigotas, contudo essa via ndo € a principal forma
leishmanicida nessa espécie (NOVAIS et al., 2009). Em caes, Britti, et al (2008)
e Bildik et al (2004) mostraram a importancia do estresse oxidativo na doenca
visceral pois quanto mais sinais clinicos o cdo infectado por Leishmania
infantum apresentar maior o estresse oxidativo ao qual ele é submetido
(HEIDARPOUR et al., 2012).

A producdo excessiva de ROS é prejudicial para tecidos adjacentes,
estando envolvido na fase inicial ou na progressdo de diversas doencas

inflamatorias e na apoptose.
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Altas taxas de apoptose em linfocitos tem sido observadas nas LV em
modelos experimentais (MAUEL et al., 1991), no homem (PANARO et al.,
2001) e em caes (LIMA et al., 2012), porém o papel dos reativos de oxigénio e
nitrogénio na inducdo de apoptose celular ndo foram investigados na doenca
canina.

Pouco estudada, a heme oxigenase (HO-1) é uma enzima que
desempenha varias funcdes no organismo, estando principalmente ligada a
manutencdo da célula, regulacdo do metabolismo celular e funcédo do sistema
imunolégico (PRZECKEK, 2012). Estudos recentes tém demonstrado outras
funcdes da HO-1, como o papel anti-apoptotico e anti-inflamatorio, isto devido a
sua atividade, que gera como produtos o CO, a biliverdina e o Fe2 +
(BROUARD et al., 2000).

Trabalhos avaliando o papel da HO-1 na leishmaniose sdo escassos, e
0s existentes foram realizados em humanos e em modelos murinos (EL FADILI
et al., 2008; LUZ et al., 2012; PHAM et al., 2005), ndo existindo até 0 momento
estudos elucidando a participacdo da enzima na em cdes com LV.

O uso de indutor de HO-1 aumenta o crescimento do parasita dentro da
célula de defesa humana, evidenciando a acdo reguladora na infecgdo por
leishmania (LUZ et al., 2012).

O NO também pode interferir na atividade da enzima HO-1, causando
uma protegao celular contra o estresse oxidativo. Além disso, a inducdo de HO-
1 por NO inibe a morte celular por apoptose de hepatécitos através da
regulacdo da homeostase celular de ferro pro-oxidante (KIM et al, 1995).

Assim o objetivo do presente trabalho foi investigar os niveis de reativos
de oxigénio, nitrogénio e atividade da heme oxigenase em células
mononucleares do sangue periférico e leucdcitos do baco e sua relacdo com a

apoptose celular.

Materiais e métodos

Selecéo dos animais
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Para obtencdo das células mononucleares do sangue periférico foram
utilizados quinze caes, sem raca definida, adultos de ambos 0s sexos,
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Aracatuba, que
possuiam pelo menos trés sinais clinicos caracteristicos para leishmaniose e
com sorologia positiva para antigeno de Leishmania spp. (LIMA et al., 2003). O
resultado da sorologia foi confirmado por meio de PCR em tempo real de
amostras esplénicas (PEROSSO et al, 2014). Os céaes foram classificados no
estagio moderado da doenca, segundo estadiamento propostos pelo LeishVet
Consensus (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O grupo controle foi composto por dez cdes sem raca definida, machos e
fémeas, selecionados no municipio de Aracatuba, com hemograma normal e
com sorologia negativa para antigeno de Leishmania spp. A negatividade
desses cées foi confirmada com PCR em tempo real de amostras esplénicas
colhidas no momento da castracdo dos animais. O experimento ocorreu de
acordo com os principios éticos no uso de animais em pesquisa e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FMVA (Protocolo FOA-
00532-2013).

Isolamento, cultura, marcacdo e determinacdo das taxas de NO, ROS e

apoptose.

As células mononucleares do sangue periférico de caes controle e caes
com LV, foram isoladas através de gradiente Histopaque® 1077 e 1119
(Sigma®, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds o isolamento,
as células foram ressuspensas em RPMI 1640 (Sigma®, EUA) suplementado e
mantidas a 37°C com 5% CO: (Revco®, EUA). Os leucécitos totais do baco
foram obtidos por meio de fragmento de 2cm? que foi macerado e adicionado a
10 ml de meio RPMI 1640 suplementado. Apds centrifugacdo retirou-se 0s
“debris” celulares (BD Falcon™ Cell strainer, EUA) e a suspensédo foi

adicionado 5 ml de tampao de lise de heméacias contendo 7,46 g/l de cloreto de
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amonio (NH4ClO3) a 4°C por 10 minutos, centrifugado a 2.000 rpm por 5
minutos e lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato em pH 7,2 por
trés vezes.

As células obtidas foram distribuidas em placas de cultura de 24 pocos
(Corning, NY, EUA) a 2x10° células/poco em um volume total de 300 ul As
células foram cultivadas na presenca de indutor de NO e ROS, 5 uM de PMA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (SISTO et. al 2001). Apos 24h de
incubacgéo a 37°C e 5% de COz2, as células foram marcadas para avaliacdo da
producdo de NO, ROS e apoptose por citbmetria de fluxo.

Para a determinacdo de NO, as células mononucleares de sangue
periférico e leucécitos esplénicos foram coradas com DAF-2DA (2uM) por 30
minutos em incubagéo a 37°C e 5% de COq, a fluorescéncia foi quantificada no
citbmetro de fluxo. A producdo de ROS foi determinada apds incubacéo das
células com H2DCFDA 10uM (Sondas Moleculares Invitrogen-Leiden, Paises
Baixos), por 30 minutos a 37°C e 5% de CO2, seguindo as recomendacdes do
fabricante.

A determinacdo da apoptose foi realizada usando o kit Guava Nexin
(Millipore®), composto por Anexina V e pelo 7-AAD, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foram analisados 30.000 células excluindo-se os
‘debris” celulares. A analise de citometria foi realizada utilizando-se o BD Accuri
C6 software, version 1,0.264 (BD Biosciences, CA).

Producado de NO e ROS por monucleares e leucocitos do baco de cédes do

grupo controle e infectado

Para a analise da producdo de NO e ROS no citbmetro de fluxo foi
utilizada a seguinte protocolo: as células mononucleares do sangue e o0s
leucdcitos do baco foram separados dos “debris” celulares realizando-se uma
“gate”, as células da “gate” foram analisadas quanto a sua fluorescéncia e apés

comparadas com células controle ndo marcadas.
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A avaliacdo da apoptose foi feita por meio da separacdo das células
monucleares e dos leucocito do baco dos “debris”, por uma “gate”. Essas
células entdo foram analisadas quanto a fluorescéncia em FL1, sendo as

fluorescentes analisadas em FL2 e FL3, para determinacdo da apoptose.

Atividade da enzima HO-1 em células monucleares sanguineas e

leucocitos de bacgo

Uma aliquota da cultura celular foi lisada por ultrasom (Ultra Turrax T25;
2 x 30s) em gelo e centrifugada por 20 min a 15000g a 4 °C, na sequencia
sendo deste retirado 150ul de sobrenadante que foi adicionado a mistura dos
seguintes compostos, num volume final de 1,5 ml: 2 mM de glicose - 6 - fosfato,
0,14 U/ml de desidrogenase de glicose - 6 - fosfato, 15uM hemina, 1pl
biliverdina redutase, 2mM de MgCl2x 6H20, 100mM KH2POas. Para iniciar a
reacdo 100 pl de adenina dinucleotideo fosfato B-nicotinamida (B - NADPH,
150mM) foi adicionado as amostras que depois foram incubadas ao abrigo da
luz a 37°C por 60 minutos. A reacédo foi interrompida colocando as amostras
em gelo. Uma solugéo de bilirrubina foi utilizada como padréo (58,47 ng/ml;
10,0 puM), sendo a bilirrubina formada calculada a partir da diferenca entre
densidades O6pticas obtidas no filtro 464 e 530 nm. O teor de proteina foi
determinado pelo ensaio espectrofotométrico (Bio — Rad Ensaio de Proteinas).
Uma unidade de atividade HO-1 foi definido como a quantidade de bilirrubina
(nmol) produzida por hora por mg de proteina (POSA et al., 2013).

Analise estatistica

Os resultados obtidos nas diferentes etapas foram analisados
utilizando-se testes ndo paramétricos, como Mann-Whitney, por meio do
programa computacional GraphPadPrism 3 (GraphPad Software, Inc. CA.
USA). Os resultados foram considerados como significativos quando p<0,05.



Resultados

Producado de NO, ROS e atividade da Heme Oxigenase

O metabolismo oxidativo foi
sangue periférico de cdes com LV em comparagdo com cdes saudaveis do
grupo controle (Figura 3A). Os niveis de NO nas células nao diferiram
significativamente entre os dois grupos (Figura 3B). A estimulac&o celular com
PMA aumentou a producéo de ROS e NO nos grupos estudados (Figura 3C e
D). Quanto a atividade da enzima HO ocorreu a diminuicdo nos caes infectados

(Figura 3E).
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menor nas células mononucleadas do
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FIGURA 3 - Niveis de ROS (A) e NO (B) em mononucleares de sangue periferico caes
saudaveis e naturalmente infectados; Niveis de ROS e NO sem estimulo e ap6s o estimulo
com PMA (C e D). Atividade da enzima HO nos cées saudaveis e naturalmente infectados (E).
Dados graficos apresentados com média e desvio padrao; *p < 0,05. Teste de Mann Whitney.

Observamos menor metabolismo oxidativo e a producdo de NO foi
menor nos leucécitos do baco de caes com LV apresentaram em comparacao
com as células de cédes controle do grupo controle (Figura 4A e 4B). A
estimulacado celular com PMA aumentou a producédo de ROS, porem nenhuma
diferenca na producdo NO foi observada nos grupos estudados (Figura 4C e
4D). A atividade da enzima HO-1 foi menor nos leucocitos de cdes infectados
(Figura 4E).
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FIGURA 4- Niveis de ROS (A) e NO (B) em leucocitos de baco cdes saudaveis e naturalmente
infectados; Niveis de ROS e NO sem estimulo e apés o estimulo com PMA (C e D). Atividade
da enzima HO em cées saudaveis e infectados (E). Dados gréficos apresentados com média e
desvio padrao; *p < 0,05. Teste de Mann Whitney.

Taxa de apoptose de mononucleares de cées do grupo controle e
infectados e sua relacdo com a HO.

Estudos anteriores indicaram que ROS e NO podem ser indutores de
apoptose (BOGDAN, 2001), assim avaliamos se a infeccdo crbénica por
Leishmania spp. em cées induzia apoptose de células mononucleares
sanguineas e leucdcitos do baco, e se ROS e NO estavam envolvidos como
indutores de apoptose.

As células mononucleares do sangue periférico dos cdes naturalmente
infectados apresentaram uma maior taxa de apoptose (Figura 5). A anélise de
correlacdo entre a producdo de ROS e apoptose mostrou correlagdo positiva
r=0,5160 p<0,05 (teste de correlacdo de Spearman).

A analise da atividade de HO-1 ndo mostrou correlacdo com as taxas de
apoptose das células mononucleares de sangue periférico (dados néo

mostrados).
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FIGURA 5 - Taxa de apoptose dos monucleares de sanguineos; Dados gréaficos apresentados
com média e desvio padrao; *p < 0,05. Teste de Mann Whitney.

Os leucécitos do baco de cdes naturalmente infectados apresentaram
maior taxa de apoptose quando comparados ao grupo controle (Fig 6), A
analise de correlacdo entre a producdo de ROS e apoptose mostrou
correlagcdo negativa r=-0,5176 p<0.05 (teste de correlacdo de Spearman),
resultados similares foram observados entre a correlacdo da producéao de NO e
apoptose r=-0,1844 p<0.05 (teste de correlacdo de Spearman).

A analise da atividade de HO-1 ndo mostrou correlacdo com as taxas de

apoptose das células leucécitarias do baco (dados ndo mostrados).
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FIGURA 6 - Taxa de apoptose dos leucécitos do bagco Dados gréaficos apresentados com média
e desvio padrao; *p < 0,05. Teste de Mann Whitney.

Discussao

Neste estudo foram utilizadas células mononucleares de caes saudaveis
e naturalmente infectados com Leishmania para a afericdo da producdo das
taxas de NO, ROS, atividade heme-oxigenase e sua relacdo com a apoptose.
Nossos resultados mostraram que a leishmaniose nos cées reduziu o

metabolismo oxidativo no mononucleares de sangue e leucdcitos de bago.
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Também houve diminuicdo da produgcédo de NO no bago e aumento da taxa de
apoptose das células mononucleares sanguineas e de leucdcitos do baco. Foi
observada a correlacdo positiva entre a producdo de ROS e a apoptose nos
mononucleares do sangue periférico. A producdo de ROS dos leucdcitos do
baco de caes infectados mostraram correlagcdo negativa com a apoptose
celular.

Neste estudo foi possivel observar que a leishmaniose ocasionou uma
diminuicdo na producdo de NO, confirmando que os parasitas podem inibir a
producdo de NO intracelular, aumentando assim seu tempo de vida no interior
do hospedeiro (DIAZ et al., 2012). Em humanos também € observada a inibicdo
da producdo de NO, o que favoreceu o crescimento das leishmanias nas
células fagociticas (NOVAIS et al., 2014). Na LVC, o éxido nitrico tem um
importante papel leishmanicida e leishmaniostatico, auxiliando no controle da
progressdo da doenca (LIEW et al., 1990; ROMAO et al., 2007). E este
metabdlito se encontra mais elevado na fase aguda de doencas como
tripanossomiase (BOGDAN, 2001), aterosclerose (KATSURA et al.,1994),
lesdo de reperfusédo do tecido (PARK; LUCCHESI, 1999), confirmando que
NOSS0S caes positivos se encontravam na fase cronica da leishmaniose, como
evidenciado pelo estadiamento clinico proposto.

Nos cdes, os niveis de NO em infeccbes parasitarias pode variar
conforme a intensidade do parasitismo e sofrer influéncia de fatores nutricionais
que afetam a imunidade (SANTOS et al.,, 2011; SANCHES et al., 2014). Os
valores obtidos podem ter sofrido a interferéncia do estado nutricional, afetando
a imunidade ou mesmo da carga parasitaria dos caes, ja que a condicdo a qual
estavam expostos néo era a ideal. A reduzida producdo de NO observada nos
mononucleares de sangue periférico e leucocitos de baco dos cées infectados
€ semelhante ao observado em mononucleares de sangue periférico de
pacientes com LV (SAKAR et al., 2011), sugerindo que o cdo pode ser um
modelo util para investigar a imunidade na leishmaniose visceral humana.

O NO produzido por macrofagos esta fortemente envolvido com a

apresentacao clinica da leishmaniose nos cées, sendo que com a evolucao da
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doenca a producdo deste metabdlito diminui consideravelmente (PANARO et
al., 2008). Animais do grupo infectado apresentavam sinais classicos da
doenca, tais como a onicogrifose e a linfoadenopatia associados a baixos
niveis de NO.

Observamos uma diminui¢cdo da producdo de ROS nos cées infectados.
Na patogénese de doencas infecciosas, os niveis de ROS parecem se
correlacionar a fase da doenca (BILDIK et al., 2004; EREL et al, 1997), sendo
observado aumento da producédo de superoxido nas fases iniciais seguido de
uma ligeira diminuicdo (GOMEZ-OCHOA et al. 2010) como observado em
nosso estudo pois 0s caes estavam na fase crénica da leishmaniose visceral.

Quando o PMA foi utilizado como estimulo das células sanguineas, foi
possivel detectar que tanto as células dos animais infectados como as dos
saudaveis produziram quantidades significantes de NO, que poderiam auxiliar
no controle da carga parasitaria, sugerindo que a maquinaria celular envolvida
na transducao de sinal esta preservada. Contudo, em leucdcitos do bagco nao
foi observado diferenca significativa na producdo de NO apds o estimulo,
evidenciando uma falha intrinseca na sinalizagéo celular associada a producao
de NO Esta falha poderia estar relacionada a deficiente resposta imunol6gica
gerada devido a alta carga parasitaria esplénica ja reportada em outros estudos
(REIS et al., 2009), e a alta producdo de IL-10 observado no baco dos caes
com LV que pode inibir a expressao de iNOS, enzima responsavel pela
formacao de NO (NOVAIS et al, 2014).

O reduzido metabolismo oxidativo observado nas células mononucleares
do sangue e leucécitos do baco do grupo infectado indica que a infeccéo por
Leishmania spp. € capaz inibir o metabolismo oxidativo, pois a presenca de
superéxido dismutase no parasita favorece a sua propagacdo e o0
estabelecimento da doengca (LANGONI et al., 2013). Similar a nossos achados,
a inibicdo do metabolismo oxidativo de neutréfilos foi observada em caes
infectados quando estimulados com zimosan (BRANDONISIO et al.,1996;
VUOTTO et al., 2000) e PMA (VUOTTO et al., 2000),
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A regulagdo da resposta imunoldgica estd intimamente ligada a
apoptose celular, sendo uma importante forma de resposta a diversas
infeccbes (ROJAS et al, 1999). Em nosso estudo observamos que a
porcentagem de células apoptéticas no sangue periférico e leucécitos do baco
foram maiores nos grupos infectados quando comparada ao grupo controle,
similar ao referida por Lima et al. (2012) que observou aumento da apoptose
em linfécitos T de sangue e baco de caes portadores LV. O aumento de FAS /
FAS-L em células CD4 e CD8 do sangue e baco de cdes com LV tem sido
associado ao mecanismo indutor de apoptose, porém o bloqueio funcional
desses receptores nao inibiu a apoptose por completo, sugerindo que outras
vias possam atuar (SILVA et al., 2013).

Observamos correlagdo positiva entre a apoptose das células
mononucleares de sangue periférico e a producdo de ROS no sangue. De fato
a producgéo prolongada de ROS pode causar danos a membrana levando a
apoptose (ZAMZAMI et al., 1996), sugerindo que parte da apoptose celular nas
células mononucleares de sangue periférico sdo decorrentes da producao
continua desse metabdlito. Ja no baco, a correlacdo negativa entre a apoptose
e a producdo de ROS, sugere que esta molécula esteja atuando como
citoprotetora, diferencas na sua concentragdo promovem a interagdo entre as
moléculas NF-kappa B e JNK, levando tanto a apoptose como a citoprotecéo. A
citoprotecdo pode ser decorrente da inducdo de TNF gerado pela producao
ROS, devido a ativagdo do fator de transcricdo NF-kappa B (SIMON et al.,
2000).

A correlacdo negativa observada entre a producdo de NO e apoptose
sugere que NO atua como uma molécula antiapopética na LCV, protegendo os
leucocitos do baco. A funcdo antiapopotica do NO ja foi observada em
infeccbes bacterianas, virais e parasitarias (BRUNE et al, 1998), ap6s a
inducao de estresse oxidativo (KIM et al., 1995), anoxia (MADESH et al., 1999),
na inibicdo da regresséo de tumores (KOLB, 2000) e em outros tipos celulares,
tais como leucocitos, células B humana (MANNICK et al., 1994), hepatécitos
(KIM et al.,, 1997; SAAVEDRA et al., 1997), esplendcitos (GENARO et al.,



43

1995), condrdcitos, células mesangiais, neurénios (BRUNE et al., 1998) sendo
dependente apenas da concentracao e via de indugcdo na célula (KOLB, 2000).
A acdo antiapoptética pode inibir as caspases em células que fazem a
nitrosilacdo e a via dependente de c-GMP (MANNICK,1997), futuros estudos
serao necessarios para estabelecer a via pelo qual o NO esta exercendo o seu
papel antiapoptotico na LVC.

O efeito anti-apoptético do NO se relacionar a manutencdo de células
linfoides ativadas gerando uma desregulacdo da resposta imunologica que
pode envolver clones T especificos ou ndo, que promovem autominunidade ja
relatada na LVC (GINEL et al. 2008).

A baixa atividade da HO-1 nas células mononucleares de sangue
periférico dos cdes com LV a apoptose associada ao ROS nas células
mononucleares de sangue periférico pode ser decorrente da baixa atividade da
enzima HO-1, pois sua atividade estd associada com a reducdo da
imunopatologia ligada ao estresse oxidativo (PAE, 2009; RYTER et al., 2000)

A diminuicdo da atividade HO-1 nos leucécitos do baco, principal 6rgao
de multiplicagéo de parasitas, ndo tem sido estudada na leishmaniose visceral,
in vitro a infeccdo de macréfagos humanos promove o aumento dos niveis da
proteina HO-1 (LUZ et al., 2012), porém o aumento da proteina nao
necessariamente esta relacionado ao aumento da sua atividade.

Devido a baixa atividade da enzima HO-1 observada € possivel que o
efeito antiapoptotico exercido pela HO-1 (GOZELLINO et al., 2010) tenha sido
prejudicado, ocasionando o aumento da apoptose das células mononucleares
do sangue periférico e do baco.

Concluimos que os mecanismos indutores de apoptose e a capacidade
de transducédo de sinal celular diferem nos sitios de infeccdo. No baco os
reativos de oxigénio e nitrogénio estdo envolvidos com a inibicdo do processo
de morte celular. A baixa atividade de hemooxigenase-1 pode ter influéncia na
apoptose celular, futuros estudos descrevendo as vias de interacdo desses
metabolitos serdo importantes para esclarecer a patogénese na leishmaniose

visceral canina.
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